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Beschrei b u n g 

Nukleotidsequenzen corynef orraer Bakterien codierend fQr 
am L-Serinstof fwechsel beteiligte Proteine aowie Ver- 
fahxeix zur mikrobiellen Herstellung von L-Serin 
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Die.Erfindung betrif f t . Nukleotideeguenzen corynef ormer 
Bakterien codierend fur am L-Serinstof fwechsel betel - 
ligte Proteins rait reduzierter bzw. ausgaachalfceter 
L-Serin-Dehydratase aowie Mikroorganiamen und Verfahren 
zur Herstellung von L-Serin. ' 

Die Aminosaure L-Serin findet in der Nahrungsmittel-. , 
Fufctermittel- und Pharmaindustrie , sowie in der Human- 
medizin Anwendung. Daruber hinaus dient sie als Bau- 
stein fur die Synthase weiterer induatriell verwertba- 
rer Produkte, wie z. B . L-Tryptophan aua Indol -und 
L-Serin. 

Es ist bekannt, dasa L-Serin durch Fermentation von 
Stammen corynef orraer Bakterien hergestellt werden kann. 
So iat z. B. sin. Stamm von Corjmehaeterium glyclnophi- , 
luffl in der Lage, L-Serin aus Glycin und Kohlenhydraten 
zu bilden (Kubota K, Kageyama K, Shiro T und Okuraura S 
(1971) Journal of General Applications in Microbiology, 
17: 167-168 /.Kubota K, Kageyama K f Maeyashiki I, Yamada 
K und Okuraura S (1972) Journal of General Applications 
in Microbiology 18: 365) . An der Umsetzung von Glycin 
zu L-Serin iat hier das Enzym L-Serin-Hydroxymethyl- 
tranaferaae beteiligt (Kubota K und Yokozeki K (1989) 
Journal of Fermentation • and Bioengeneering, 67(6): 3 87- 
390) . Diese Corynebaeterium glyeinophylum Stamme weisen 
eine defekte Serindehydrataae auf , die durch ungerich- 
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' tete Mutagenese erzeugt wurde (Kubota K (1985) Improved 
production of L-serin by mutants of Corynebacterium 
glycinophylum with less serine dehydratase activity. 
Agricultural Biological Chemistry, 49:7-12) . Diese En- 
5 zymaktivitat iat Pyridoxal 5"-Phosphat abh&ngig und 

nicht molekular charakterieiert (Kubota K. , Yokozeki K, 
Ozaki H. (1989) Effects of L- serine dehydratse activity 
on L- serine production by Corynebacterium glycinophylum 
and an examination of the properties of the enzyme. 
10 Agric, Biol. .Chem 49:7-12) Aus dem US Patent 4,528,273 
ist ebenfalls ein Verfahren zur Herstellung von L-Serin 
aue Glycin bekannt, bei dem der Mikroorganismus Serin- 
.Dehydratase negativ ist . . 
Weiterhin wird L-Serin fermentativ aus Methanol und 
15 Glycin unter Zuhilfenahme methylotropher Bakterien, wie 
z. B. Hyphomicrabium St&mmen, produziert (Izumi Y, Yos- 
hida T, Miyazaki SS r Mitsunaga T, Ohshiro T, Shiamo m, 
Miyata A und Tanabe T (1993) Applied Microbiology and 
Biotechnology, 39; 427-432) . In beiden Fallen muss die 
20 Aminos&ure Glycin ale Vorstufe fur die Bildung der Ami- 
nosaure L-Serin eingesetzt warden. ■ . 

Werner sind coryne forme Bakterien bekannt, die L-Serin 
direkt aus Kohlenhydraten,. ohne zusatzllche Beigabe 
weiterer Vorstufen produzieren konnen. Dies ist fur ei- 

• 25 ne wirtschaf tliche Produktion von L-Serin in indue- 
triellem Mafistab vorteilhaf ter, da L-Serin direkt aus 
Kohlenhydraten ohne auf wendige Zugabe von Vorstufen 
hergestellt werden kann. Diese Stamme, die zu der Gat- 
tung Corynebacterium glutamicum gehdren, weisen sich 
30 dadurch aus, dass sie z. B. resiatent gegen die 

L-Serin-Analoga Serin-Hydroxamat und S-Chloroalanin 
sind -und durch ungerichtete Mutagenese erhalten warden 
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(Yoshida H und Nakayama K (1974) Nihon-Nogei-Kagaku- 
kaiahi 48: 201-208). 
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Dariiber hinaus sind Brevibacterlum flavzim St amine be- 
kannt, die duirch ungerichtete Mutageneae Defekte im 
L-Serin-Abbau aufweisen, eine erhohte Aktivitat der 
durch serA kodierten 3 -Phosphoglycer at -Dehydrogenase 
besitzen, und die aus Escherichia coli stammenden Gene 
serB und serC \iberexprimieren (EP0931B33A2) , 

Es ist Aufgabe der Erf.indung, Mafinahmen zur Verfugung 
zu stellen, die zu einer verbesserten Produktion von 
I*- Serin oder davon ableitbaren Stof fwechselprodukten 
wia z, B. Tryptophan fuhren, Es ist somit Aufgabe der 
Erfindung, Nukleinsauren bereitzustellen, die fur am 
L-Serinstoffwechsel beteiligte Proteine codieren, die 
gegentiber in Wild Typ Organismen vorkotnmenden Proteinen 
einen verringerten bzw. keinen Abbau von L- Serin zu Py- 
ruvat aufweisen. In diesem Zusammenhang ist es weiter- 
hin Aufgabe der Erfindung eine L-Serin-Dehyclratase so- 
wie Mikroorganiamen bereitzustellen, die gegenuber na- 
ti&rlich vorkommenden Ii-Serin-Dehydratasen bzw. Mikroor- 
ganismen mit einer L-Serin-Dehydratase, einen verrin- 
gerten Abbau von L-Serin aufweisen. Weiterhin ist es 
Aufgabe der Erfindung, ein verbessertes Verfahren zur 
mikrobiellen Herstellung von L-Serin bereitzuetellen. 

Ausgehend vom Oberbegriff des Anspruchs 1 wird die Auf - 
gabe erf indungsgemafi geldst, mit den im kennzeichnenden 
TeiX des Anspruchs l angegebenen Merkmalen; Weiterhin 
wird- die Aufgabe ausgehend vom Oberbegriff dee An- 
spruchs 7 erf indungsgemafi gel6st, mit den im kennzeich- 
nenden Teil des Anspruchs 7 angegebenen Merkmalen. Die 
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Aufgabe wird aufierdem ausgehend vom Oberbegriff des • An- 
spruchs 8 erfindungsgemafc gelost, mit den im kennzeich- 
nenden Teil des Anspruchs 8 ahgegebenen Merkmalen . Die 
Aufgabe wird ebenso ausgehend vom Oberbegriff des An- 
spruchs 9 erf indungsgemafc gelost, mit den im kennzeich- 
nenden Teil des Anspruchs 9 angegebenen Merkmalen. Die 
Aufgabe wird weiterhin ausgehend vom Oberbegrif £ des 
Anspruchs 14 erf indungegemaS gelost, mit den im kenn- 
zeichnenden Teil des Anspruchs 14 angegebenen Merkma-. 
len. Ausgehend vom Oberbegriff des Anspruchs 20 wird 
die Aufgabe ebenfalls erf indungsgem&JS gelost,. durch die 
im kennzeichnenden Teil des Anspruchs 20 angegebenen 
Merkmale. Weiterhin wird die Aufgabe ausgehend vom 
Oberbegriff des Anspruchs 21 erf indungsgemaS geldst, 
durch die im kennzeichnenden Teil des Anspruchs 21 an- 
gegebenen Merkmale.. 

Mit den erf indungsgemafien Nukleinsauren sowie Polypep- 
tiden ist es nunmehr mfiglich, eine L-Serin-Dehydrataee 
bereitzustellen, die einen verringerten bzw. keinen 
Ii-Serin Abbau mehr verursacht. Weiterhin ist es mog- 
lich,- Mikroorganismen und Verfahren bereitzustellen, 
mit denen eine L-Serinproduktion mit gegenuber bisher 
bekannten mikrobiellen Verf ahren hoheren Ausbeuten mog- 
licb ist. 

Vorteilhafte Weiterbildungen sind in. den Unteranspru- 
chen . angegeben. . 



30 



Gegenstand der Erf indung sind in Mikroorganismen der 
Gattung Corynebacterium replizierbare, gegebenenf alls 
rekombinante Mhikleinsauren, deren fur die L- Serin- 
Dehydratase, im folgenden auch als SDA bezeichnet, co- 
dierende Nukleotideequenz in Teilen oder komplett dele- 
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tiert bder nmtiert 1st oder gegenuber naturlich vorkom- 
menden Nukleotidsequenzen geringer ode* gar nicht 
exprimiert wird. 

Gegenstand der Erfindung ist weiterhin die Bereitstel- 
lung von Nukleins&uren, deren sdaA Gensequenz in Teilen 
Oder. komplett deletiert oder mutiert ist Oder gegenuber 
naturlich vorkommenden Nukleotidseguenzen geringer oder ■ 
gar niche exprimiert wird. Bs erwies aich beispielswei- 
se eine Nukleinsaure mit einer Nukleotidsequenz gemail 
SEQ id No i deren Nukleotide von Position 506 bis 918 
teilweiae oder komplett deletiert oder mutiert sind 
oder ein Allel, Homolog oder Derivat dieser Nukleotid- 
sequenz oder mit dieeen hybridisierende Nukleotidse- 
quenzen als vorteilhaft. Weiterhin ' vorteilhaft kann . 
beispielsweise die Deletion oder Mutation des zur sil- 
dung des Eisen-Schwefelclusters erforderliche Cystein 
enthaltende Sequenzmotivs . eein (Hofmeister et al.,„ 
(1934) .Iron-sulfur cluster-containing L- serine dehydra- 
tase from Peptostreptococcus asaccharolyticus : correla- 
tion of the cluster type with enzymatic acticvity: Pebs 
Letters 3 SI: 416-418). 

» 

Die Wild Typ L-Serin-Dehydratase (sdaa, Gensequenz ist ' 
allgemein bskannt und kann den dem Fachmann bekannten 
Datenbanken (NCBi Accession Nr. AP005279) oder dem bei- 
gefugten Sequenzprotokoll gemafi SEQ • id No. l.entnommen 
werden . 

Die vollstandige Deletion des L-Sarin-Dehydra- 
tase(sdaA) -Gens, kann beispielsweise durch gerichtete 
rekombinante DHA-Techniken erreicht werden. Geeignete 
Methoden dazu sixid bei Schafer et al. (Gene (1994) 145- 
69-73) oder auch Link et al. (Journal of Bacteriology 
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(1998) 179: 6228-6237) beschrieben. Auch'fcdnnen nur 
Telle des Gens deletiert werden, oder audi mutierte • 
Fragmente des L-Serin-Dehydratase.-Gens ausgetauscht 
werden. Durch Deletion oder Austausch wird so ein Ver- 
luSt oder eine Reduktion der L-Serin-Dehydratase- 
Aktivitat erreicht. Bin Beispiel fur eine derartige 
Mutante 1st der C. glutamics Stamm ATCC13032nsdaA, der 
eine Deletion ira sdaA-Gen tragt . 

Utn die Expression des sdaA-Gens zu verhindem oder eitie 
geringere Expression zu erreichen, kann beispielsweise 
..die Promoter- und Regulationsregion, die sich stromauf- 
varts des Strukturgens befindet. mutiert werden. In 
gleicner Weise wirken Expresaionsregulationskassetten 
dxe stromaufwarts des Strukturgens eingebaut werden 
Duron regulierbare Promotoren ist es zusatzlich moglich 
die Expression im Verlaufe der fermentativen L-Serin- 
bildung zu reduzieren. Daneben ist aber auch eine Regu- 
lation der Translation moglich, indem beispielsweise 
die Stability der ra-RNA reduziert wird. Des weiteren 
konnen Gene verwendet werden, die fur das entsprechende 
Enzynv mit geringer Aktivitat kodieren. Alternate kann ' 
weiterhin eine reduzierte Expression des L- Serin - 
Dehydratase-Gens durch Veranderung der Medienzusammen- 
setzung und Kulturfuhrung erreicht werden. Anleitungen 
f mdet der Fachmann unter anderem bei Martin et al 
(Bio/Technology 5/ 137 -l 46 (1987) ) . bei Guerrero et al 
(Gene 138, 35-.41 (1994)), Tsuohiya und Morinaga 
(Bio/Technology 6, 428-430 (1988)), bei Eikmanns et, al 
(Gene 102, 93-98 (1991)). in der Europaischen Patent- 
Bchrift EPS 0 472 869, im US Patent 4,601,893. bei 
Schwarzer und Punier (Bio/Technology 9, 84-87 (1991) . 
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Die erfindungsgemaSen Nukleinsauren seichnen sich da- 
durch aus, dass sie aus coryneformen Bakterien, bevor- 
zugt der Oattung Corynebacterium Oder Brevibacterium 
besonders bevorzugt aus Corynebacterium glutamicum iso- 
liert werden. Beispiele fur in Stammkulturen hihterleg- 
te Wild Typen coryneformer Bakterien sind beispielswei- 
se, 

Corynebacterium acetoaeidophilum ATCC 13870; 

Corynebacterium acetoglutamicum ATCC 158 0 6 ; 

Corynebacterium callunae ATCC 15991; 

Corynebacterium glutamicum ATCC 13032; . 

Brevibacterlum divaricatum ATCC 14020; 
Brevibacterlum lactof ermentum ATCC 13869; 
Corynebacterium lilium ATCC 15990; 
Brevibacterium flavum ATCC 14067; 
Corynebacterium melassecola ATCC 17965; 
Brevibacterium saccharolyticum ATCC. 14066; 
Brevibacterium immariophilum ATCC 14068; 
Brevibacterium roseum atcc 13825; 
Brevibacterium thiogenitalie ATCC 19240; 
Microbacterium ammoniaphilum ATCC 15354 } - 

Beispiele fur 2U r Heretellung von L-Serin geeignete 
Mutanten oder Produktionsstamme si„ d/ Organiamen au8 
der eruppe Arthrobacter, Pseudomonas, Nocardia, Methy- 
lobacterium, Hyphomyorobium, Alcaligenea oder Klebsiel- 
la. Die vorliegende Brfindung wird durch die Angabe der 
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ZUV ° r genannten Bakterienstanmie naher charakterisiert , 
die jedoch nicht limitierehd wlrkt. 

Uhter einer Nukleinsaure oder einen Nukleinsaurefrag- 
n-ent ist erf indungsgemafi ein- Polymer aus KNA oder DNA 
zu veretehen, das einzel- oder doppelstrangig sein kann 
und optional. naturliche, cheTniech synthetisierte, modi- 
fizxerte oder artif i 2ie lle Nukleotide enthalten kann 
Der Begriff DNA-Polymer schliefit hierbei auch genomi- . 
sche DNA, cDNA oder Mischungen davon ein. 

Unter .Alleleu sind erf indungegemaS funktionell Aguiva- 
l«te, d. h. im wesentlichen gleichwirkenda Nukleotid- 
seguenzen zu verstehen. Funktionell aguivalente Sequen- 
zen eind solche Seguenzen, we lche trot* abweichender 
Nukleotidseguenz, bei S piel awaiee durch die Dmgmm ^ Mm 
rung des genetiacnen Codes bedingt noch die ge^nscnten 
Funktionen be sitz * n .. Funktionelle Aguivalente untfassen 
somxt naturlich vorkoxnmende Varianten der hierin be- 
echriebenen Seguenzen SOWi e kunetliche, z. B. durch 
cWsche synthese erhaltene und gegebenenf alls an den 
K^dongebrauch dee Wirteorgani^us angepasste Nukleotid- 
sequenzen . 

»»t«: £MktlM8llail , V7alfflt verataht ^ ^ 

blonder* auch natflnicha oder Kuaatlicha Mutation™ 
..nor uraprunclich iscUartan ssquanz> w=1=ha 
d« gawunschta Function saigan. Mutatiouan untfassan 
subatxtutionan. Addition, Oalationan, Vartauachuugan ■ . 
odar loaortionao ainaa odar „ab rerer sukleotidraata 
Iubagri«an aind hiar auch aoganannt. sinu^tatiouan. 
dia auf Pcotaluabana b, lB pl elBttei «, Austauseh 
smarter AMnoaauran iTutaan kon^u. walche abar su 
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keiner gxuridsatzlichen Veranderung der Aktivitat des 
Proteins fuhren und somit funktionsneutral sind. Dies 
beinhaltet auch Ver&nderuhgen def Nuklebtidsequenz. die 
auf Proteinebene den N-Terminus eines Proteins betref- 
fen, ohne jedoch die Punktion des- Procaine wesentlich 
zu beeintrachtigen. , 

Durch die -vorliegende Erfindung vnarden auch solche 
Nukleotidsequenzen umfasst, welche man durch Modifika- 
tion der Nukleotidsequenz, resultierend in enfcsprechen- 
den Derivaten. erhalt. Ziel einer solchen Modif ikation 
kann z. B. die weitere Eingrenzung der darin enthalte- 
nen codierenden Sequenz- oder z. B. auch die Einfugung 
weiterer Restriktionsenzym-Schnittstellen eein. 



Aufierdem. aind artifizielle DNA-Sequenzen Gegenstahd der 
vorliegenden Erfindung, solangesie, wie oben beschrie- 
ben, die gewfinschten Eigensehaften vermitteln. Soiche 
artifiziellen DNA-Sequenzen kSnnen beispielsweise durch 
20 Ruekubersetzung von mittels computergestutzten Program- 
men (molecular modelling) erstellten Proteinen oder 
durch in-vitro-Selektion ermi'ttelt werden. Besonders 
geeignet sind codierende DNA-Sequenzen, die durch Riick- 
ubersetsung einer Polypeptidsequenz gemaS der fur den 
wirtsorganismus spezifischen Kodon-Nutzung erhalten 
wurden. Die spezifische Kodon-Nutzung kann ein mit mo- 
lskulargenetischen Methoden vertrauter Pachmann durch 
computerauswertung anderer, bereits bekannter Gene des : 
zu transformierenden Organismus leicht ermitteln. 



Dnter homologen Sequenzen sind erf indungsgemafi ' solche 
zu verstehen, die zu den erf indungsgemafien Nukleotidse- 
quenzen komplementar sind und/oder mit diesen hybrid! - 
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sieren. Der Begriff hybridisierende Sequenzen schliefit 
erf indiuig a gemaS substanziell ahnliche Nukleotidsequen- • 
zen aus der Gruppe von Dm Oder RNA ein, die unner an' 
sich bekannten stringenten Bedingungen eine spezifische 
Wechselttirkung (Bindung) mit den zuvor genannfcen Nukle- 
otidsequenzan eingehen*' Hierzu zahlen audi kurze Nukle- 
otidsequenzen mit' einer L&nge von beiapieiaweise 10 bis 
30, bevorzugt 12 bis 15 Nukleotiden. Dies umfas^t er- 
f indungsgemaifc u.a. aiich sogenannte Primer oder . Sonden. 

Erfindungagemas sind auch die den codierenden Bereichen 
(Strukturgenen) vorausgehenden (S'-oder Upstream) 
und/oder nachf olgenden (3 "-oder downstream) Sequenzbe- 
reiche eingeschlossen. Insbesondere sind hierin Se- 
quenzbereiche mit regulatpriacher Funktiion inbegriffen. 
Sie konnen die Transkription, die RNA-Stabilitat oder 
die EKTA Prozessierung sowie die Translation beeinf ius- 
sen, Beispiele filr regulatorische Sequenzen sind u.a. 
Prombtoren, Enhancer, Operatoren, Terminatoren oder 
Translationsverst&rker. • . 




Gegenstand der Brfindung ist femer eine Genstruktuxi, 
enthaltend wenigstens eine der zuvor beschriebenen 
NUkleotidsequenzen eowie mit diesen operativ verknupf te 
25 regulatorische Sequenzen, welche die Expression def co- 
dierenden Sequenzen in der Wirtszelle ssteuem. ' 

•DarQber hinaus betrif ft die vorliegende Erfindung einen 
Vektor enthaltend eine Nukleotidsequenz der zuvor be- 
schriebenen Art r mit diesen operativ verkniipfte regular 
tive Nukleotidsequenzen sowie . zusatzliche Nukleotidse-* 
quenzen zur Selektion transformierter Wirtazellen, ffir- 
die Replikation innerhalb der Wirtszelle oder zur In- 
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tegration in das entsprechende Wirtszell-Genoiii. Eerner 
kann der erf indungsgem&Se Vektor eine Genstruktur der 
vorgenannten Art enthalten. 

Als Vektoren eignen sich solche, die ih coryneformen 
Bakterien repliziert werden wie z. B. pzi (Menkel E, 
Thierbach G, Eggeling L, Sahm H. , 1989, Appl Environ . 
Microbiol 55(3): 684-688), pEKEx2 (Eikmanns et al . , Ge- 
ne 102: 93-38 (1991), oder pXMJIS (Jacoby M. , • Burkovski 
A (1999) Construction ans application of new corynebac- 
terium glutamicum vectors. Biotechnol, .Technique 13: 
437-441) . Andere Plaemidvektoren konnen in gleicher 
Weiss verwendet werden. Diese Aufzahlung ist fur die 
vorliegende Erfindung jedbch nicht' limit ierend. ' 

Unter Ausnutzung der erfindungsgemafcen Nukleinsaurese- 
quenzen konnen entsprechende Sonden oder auch Primer 
synthetisiert und dazu verwendet werden/ bei spiel sweise 
mit Hilfe der PCR-Technik analogs Gene aus anderen Mik- 
roorganismen, • bevorzugt coryneformen Bakterien zu 
amplifizieren und isolieren. 
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Gegenstand der vorliegenden' Erfindung ist sennit auch • 
eine Sonde zur Identif izierung und/oder Isolierung von 
Genen codierend fur an der Biosynthese von L-Serin be- 
teiligte Proteins, wobei diese Sonde ausgehend von den 
• erf indungsgemalSen Nukleinaauresequenzen der zuvor be- 
echriebenen Art hergestellt wird und eine zur Detektion 
geeignete Markierung Snthalt. Bei der Sonde kann ea 
sich. urn einen Teilausschnitt der erfindungsgemallen Se- 
quena, beiapielsweise aus einem konservierteri Bereich 
handeln, der z. b. eine Ltnge' von 10 bis 30 oder bevor- 
zugt 12 bie 15 Nukleotiden aufweist und unter stringen- 
ten Bedingungen apezifiach mit homologen Nukleotidse- 
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quenzen hybridisieren kann. Geeignete Markierungen sind 
aus der Literatur zahlreich bekannt . Anleitungen hierzu 
findet der Fachmann. unter anderem beispielsweise im 
Handbuch von Gaits Oligonukleotide synthesis: a practi- 
cal approach (irl Press, Oxford, ■ UK, 1984) und be i New- 
ton und Grahams PCR (Spektrum Akademischer Verlag, Hei-. 
delberg, Deutschland, 1994) Oder beispielsweise im 
Handbuch "The DIG System Users Guide for Filter Hybri- 
dization" der Firma Roche Diagnostics (Mannheim, 
Deutschland) und bei Liebl et al . (International Jour- 
nal of Systematic Bacteriology (1991) 41: 255-260) . 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist femer eine 
L-Serin-Dehydratase mit gegenuber der Wild Typ L-Serin- 
Dehydratase verringertera L-Serinabbau, codiert durch 
eine erf indungsgemafie Nukleinsauresequenz oder deren 
Variationen der zuvor beeehriebenen Art . Die vorliegen- 
de Erfindung betrifft ebenso eine L-Serin-Dehydratase, 
bzw. ein I*-Serin-Dehydratase Mutein, mit einer Amino- 
sauresequenz geinafi dar SKQ ID No 2 derail Aminosauren 
von Position_l35 bis 274,. beispielsweise als Folge ei- 
ner gerichteten Mutagenese auf DNA-Ebene, verandert 
wurden oder einer modifizierten Form dieser Polypeptid- ' 
sequenzen oder Isoformen davon oder Miscbungen daraus. 
Unter „ verandert* wird im Rahman der vorliegenden Er- 
findung das komplette Oder teilweise Entfernen oder 
Austauschen der Aminosauren von Position 135 bis 274 
verstanden. 



30 



Unter Isoformen Bind Enzyme mit gleicher oder ver- 
gleichbarer Subetrat- und Wirkungsspezif itat zu verste- 
hen, die jedoch eine unterschiedliche Primarstruktur 
aufweisen. 
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Unter raodif izierten Formen sind erf indungsgemafi Enzyme 
zu versteben, bei denen Anderungen in der Sequenz, bei- 
spielsweise am N- Terminus oder C-Terminus des Polypep- 
tide oder im Bereich konservierter Aminos auren vorlie- 
gen, obne jedoch die Funktion des En2yms zu beeintrach- 
tigen, Diese Ver&nderungen kdnnen in Form von Aminosaur 
reaustauschen naeh an aich bekannten Methoden vorgenom- 
men werden. 

Die erf indungsgemafien Polypeptide zeichnen sich dadurch 
aus, dass sie aus eoryneformen Bakterien, bevorsugt der 
Gattung Corynebacterium oder Brevibacterium, besonders 
bevorzugt der Art Corynebacterium glut ami cum Oder Bre- 
vibaeteriuni besonders bevorzugt aus Corynebact.erium 
glutamicum stammen. Beispiele fur in Staramkulturen hin- 
terlegte Wild Typen coryneformer Bakterien sind bei- 
spielsweise 

Corynebacterium acetoacidophilum ATCC 13870; 
Corynebacterium acetoglutamicura ATCC 15806; 
Corynebacterium callunae ATCC 15991; 4 
Corynebacterium glutamicum ATCC 13032; 
Brevibacterium divaricatum ATCC 14020; 
Brevibacterium lactof ermentum ATCC 13869; 
Corynebacterium lilium ATCC 15990; 
Brevibacterium flavum ATCC 14067; 
Corynebacterium melaesecola ATCC 17965; 
Brevibacterium saccbarolyticum ATCC 14066; 
Brevibacterium immariophilum ATCC 14068; 
Brevibacterium roseum ATCC 13825; 
Brevibacterium thiogenitalis ATCC 19240.; 
Microbacterium ammoniaphilum atcc 15,354; 
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Beispiale fflr zur Herstellung von L- Serin geeignete 
Mutanten oder Produktionsstamme sind^Organiemen aus der 
Gruppe Arthrobacter, Pseudomonas, Nbcardia, Methylobac- 
terium. Hyphomyerobium, Alcaligenes oder Klebsiella, 
pie vorliegende Erfindung wird dureh die Angabe der zu- 
vor genannten Bakterienstamme naher charakterisiart , 
die jedoch riicht limit ierend wirkt.. 

Die vorliegende Erfindung betrifft femer einen gene- 
tisch veranderten Mikroorganismus,. dadurch gekennzeieh- 
net, daaa die fur die L-Serin-Dehydratase codierende 
Nukleotidsequenz in Teilen.oder kdmplett deletiert oder 
mutiert 1st oder gegenuber den natflrlich vorkotamenden 
Nukleotidaquenzen geringer . oder gar nicht exprimiert 
wird. 




Die Erfindung betrifft weiterhin eineri Mikroorganismus. 
der dadurch gekennzeichnet ist, das.s daa sdaA-Gen in 
Teilen oder komplett deletiert oder mutiert ist oder 
20 gegenuber den naturlich vorkommeriden sdaA-Genen gerin- 
ger oder gar nicht exprimiert wird. • 

' . Ehenao umf ass -t die vorliegende Erfindung einen gene- 
tisch veranderten Mikroorganismus enthaltend in repli- , 
25 zierbarer Form eine Genstruktur oder einen Vektor der 
zuvor. besehriebenen Art. 



Gegenatand der vorliegenden Erfindung ist daruber hin- 
aus auch ein genetisch veranderter Mikroorganismus ent- 
haltend ein erf indungagemaSes Polypeptid der zuvor be- 
schriebenen Art, welches im Vergleich zu dem entspre- 
chend nicht genetisch veranderten Mikroorganiamus einen 
verringerten bzw. keinen L-Serin Abbau aufweist.. 
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Ein erfindungsgem&S genetisch veranderter Mikroorganis- 
mus zeichnet sich ferner dadurch aus, d^sa er ein coxy- 
neformes Bakterium, bevorzugt der Gattung Corynebacte- 
rium oder Brevibacterium, besonders bevorzugt der Spe- 
5 zies Corynebacterium glutamicum oder Brevibacterium 
flavum iat. 

Prinzip.iell konnen Gene durch an sich bekannte Metho- 
den, wie beispielsweise die Polymerase -Ketten-Reakt ion 
10 (PCR) mit Hilfe von kurzen, aynthetischen Nukleotidse- 
quenzen .(Primem) araplif iziert und anschliefiend' iso- 
liert warden. Die Herstellung der verwendeten Primer 
erf olgt im Allgemeinen anhand bekannter Gensequenzen 
aufgrund bestehender Homologien in konservierten Berei- 
15 chen der Gene und/oder unter Berucksichtigung des GC- 
Gehalts der DNA des zu untersuchenden Mikroorganismus , 

Eine weitere Vorgeheneweise zur Isolierung von codie- 
renden Unkleotidaequenzen ist die Komplementation von 
20 sogenannten Defekt -Mutant en dea zu untersuchenden Orga- 
nismusees, die zumindest ph&ciotypisch einen Funktions- 
verluet in der Aktivitat des zu untersuchenden Gens, 
oder . entsprechenden Proteins aufweisen. Unter einer 
Komplementation ist die Aufhebung dea Gendefektes der 

• 25 Mutante und weitgehende Wiederheratellung des ursprung- 
lichen Erscheinungsbildes vor der Mutagenese. zu verste- 
hen, die durch die Einbringung funktiorieller Gene oder 
Genfragmente aus dem zu untersuchenden Mikroorganistnus 
erreicht wird. 

30 

Ein klassisches Mutagenese-Verf ahren • zur Herstellung 
von Defektmufcanten bzw. von Mutanten mit einer redu- 
zierten oder ausgeschalteten L-Serin-Dehydratase, ist 
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beispielsweiee die Behandlung der Bakterienzellen mit 
Chemikalien wie z . B ♦ - 

NH4ethyl-N-Nitro-N-Nitrosoguanidin Oder UV-Bestrahlung , 
Derartige Verfahren zur Mutationsauslosung sind all- 

, 5 . geraein bekarmt . und konnen unter anderem bei Miller 

(A Short Course in Bacterial Genetics, A Laboratory Ma- 
nual and Handbook for Escherichia coli and Related Bac- 
teria (Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1992) ) oder 
im Handbuch "Manual of Methods for General Bacteriolo- 

10 gy" der American Society for Bacteriology (Washington 
D.C., USA, 1981) nachgeleeen werden. 

• . . Die yorliegende Erf indung betrif f t daruber hinaus ein 
Verfahren zur mikrobiellen Heretellung von li-Serin, wo- 

15 bei die fttr die L-Serin-Dehydratase codierende Nuklein- 
saure in einera Mikroorganisimis in Teilen oder komplett 
deletiert oder mutiert wird oder gegeriuber naturlich 
vorkommenden Nukleinsauren gar nicht oder geringer ex- 
primiert wird f dieser genetisch verlnderte Mikroorga- 

20 nisraus zur mikrobiellen Herstellung von L-Serin einge- 
eetzt wird und^ das entsprechend gebildete L-Serin aus 
dem Kulturtnedium isoliert wird. 




Die erf indungsgem&S hergestellten genetisch veranderten 
25 Mikroprganismen konnen kontinuierlich oder diskontinu- 
ierlich im batch-Verf ahren (Satzkultivierung) oder im 
fed batch (Zulaufverf ahren) oder repeated fed batch 
Verfahren (repetitives Zulaufverf ahren) zum ZWecke der 
Produktion von L-Serin kultiviert werden* Eine Zusam- 
3 0 menfaissung liber bekannte Kultivierungsmethoden sind im 
Lehrbuch von Chmiel (Bioprozeestechnik 1. Einfuhrung in 
die Bioverfahrenetechnik (Gustav Fischer Verlag, Stutt- 
gart, 1991)) oder im Lehrbuch von Storhaa (Bioreaktoren 
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und periphere Einrichtungen (Vieweg Verlag, Braun- 
schweig/Wiesbaden, 1994)) beschrieben. 

Das zu verwendende -Kuiturmedium muss in geeigneter Wei- 
se den Anspruchen der jeweiligen Stamme genugen. Be- 
schreibungen von Kulturmedien verschiedener Mikroorga- 
nismen sind im Handbueh "Manual of Methods for General 
Bacteriology" der American Society for Bacteriology 
(Washington D.C. , USA, 1981) enthalten. Als Koblen- 
stoff quelle k6nnen Zucker und Kohlenhydrate . wie z. B. 
Glucose, Saccharose, Lactose, Fructose, Maltose, Melas- 
se, Starke und Cellulose, die. und Fette wie- a. B. Soja- 
.61, Sonnenblumenai, Erdnussai'und Kokosfett, Fettsauren 
wie z. B. Palniitinsaure, Stearinsaure und Linols&ure, 
Alkohola wie 2 . B . Glycerin und Ethanol und organised. 
Sauren wie z. B. Essigsaure verwendet werden. Diese 
Stoffe konnen einzeln Oder als Mischung/ verwendet wer- , 
den. Als Stickstoffquelle konnen organische stickstoff- 
haltige Verbindungen wie Peptone, Hefeextrakt, Fleisch- 
extrakt, Malzextrakt, Maiequellwasser, Sojabohnenmehl 
und Harhstoff oder anorganische Verbindungen wie Ammo- 
niurosulfat, Ammoniumchlorid, Ammoniumphosphat , Atnmoni- 
umearbonat und Ammoniumnitrat verwendet werden. Die 
Stiekstoffquellen konnen einzeln Oder als Mischung ver- ' 
wendet werden. Als Phosphorquelle konnen Phosphorsiure, 
Kaliumdihydrogenphosphat oder Dikaliumhydrogenphosphat 
oder die enteprechenden natriumhaltige.n Salze verwendet 
werden. Das Kuiturmedium muss weiterhin Salze von. Me- 
tallen enthalten wie z . B . Magnesiumsulf at oder Eisen- 
sulfat. die fur das Wachstum notwendig sind. Schliefi- 
licfa kannen eseentielle Wuchaatoffe wie Aminosauren und 
Vitamine zusatzlich zu den oben genannten stoffen ein- 
gesetzt werden. Dem Kuiturmedium konnen 
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uberdies geeignete Voretufen zugesetzt werden. Die ge- 
nannten Einsatzstoffe kGimen zur Kultur in Form elnes 
einmaligen Ansatzes hinzu gegeben oder in geeigneter 
Weise w&hrend der Kultivierung zugeftittert werden. 
Zur pH-Kontrolle der- Kultur werden basische Verbindun- 
gen wie ttatriuinhydroxid, Kaliutnhydroxid, Ammoniak bzw. 
AmmoniaJcwasser oder saure Verbindungen wie Piiosphorsau- 
re oder SchwefelsSure in geeigneter Weise eingesetzt. 
Zur Kontrolla der Schaumentwicklung konnen Antischaum- 
mittel wie z. B* Fettsaurepolyglykolester eingesetzt 
werden. Zur Aufrechterhaltung der Stabilitat von Plas- 
miden konnen dew Medium geeignete selektiv wirkende 
Stoffe z • Bp Antibiotika hinzugeftigt werden. Urn aerobe • 
Bedingungen aufrecht. zu erhalten werden Sauerstof f oder 
sauerstof fhalnige Gasraischungen wie z. B. Luft in die 
Kultur eingetragen. Die Temperatur der Kultur liegt 
normalerweise bei 20°C bis 45°C und voraugsweise bei 
25°C.bis 40°C. Die Kultur wird so lange fortgesetzt, . 
bis sich eiii Maximum an L-Serin gebildet hat. Dieses 
Ziel wird normalerweise innerhalb von 10 Stunden bis 
160 Stunden erreicht. 




25 



30 



Die Analyse der L-Serin-Bildung kann durch Anionen- 
austauschchromatographie mit anechliefiender KTinhydrin 
Derivatislerung erfolgen so wie bei Spackman et al. 
(Analytical Chemistry, 30, (1958) , lisoj beschrieben, 
Oder sie kann durch reversed Phase HPLC erfolgen so wie 
bei Lindroth et 'al . (Analytical Chemistry (1979) si: 
1167-1174) beschrieben. 

Die Mikroorganismen, die Gegenstand der vorliegenden 
Brfindung sind, konnen L- Serin, aus Glucose, Saccharose, 
Lactose, Mannose, Fructose, Maltose, Melasse, Starke, 
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Cellulose oder aua Glycerin und Efchanol herstellen. Es 
kann sich um die zuvor bereits naher beschriebenen Ver- 
. treter coryneformer Bakterien handeln. Eine Auswahl an 
Ergebnissen der Fermentation iet in Tabelle 1 darge- 
stellt. Hierbei zeichnen sich die erfindungsgemaS gene- 
tisch veranderten Mikroorganismen durch eine wesentlich 
verbesserte L-Serin-Produkcion gegenfiber den entspre- 
chend nicht transformierten Mikroorganismen (Wild Ty- 
pen) oder den Mikroorganismen aua, die lediglich den 
Vektor ohne Gen- Insert enthaleen. In einer besonderen 
Ausfuhrungsvariante der vorliegenden Erfindung ist ge- 
seigt, dafi c . glutamicum ATCC 13032ApanBCAsdaA zu einer 
wenigetens 4-fachen Steigerung der L-Serin Akkumula- 
. tion im Medium im Vergleich zu den Ktontrollstammen 
fuhrfc (Tab. 1) , Durch die gemeinsame flberexpression 
weiterer Gene, die positiv auf den L-Serinbiosyn- 
theseweg wirken, konnte eine 16-faehe Steigerung der 
L-Serin-Produktion erreicht werden. 

Unter Aminosaure-Produktionsstammen sind.im Sinne der 
vorliegenden Erfindung Corynebacterium glutamicum- 
Stamme oder hpmologe Mikroorganismen zu verstehen, die 
durch klassisehe 1 und/oder molekulargenetische Methoden 
derart verandert sind, dass ihr Stoffwechself luss. ver- 
starkt indie Hichtung der Biosynthese von Aminosauren 
oder deren Abkommlingen verlauft (metabolic enginee- 
ring) . Beispielsweise sind bei diesen Aminosaure- 
Produktionsstammen ein oder mehrere Gen(e) und/oder die 
korrespondierenden Enzyme, die an entscheidenden und 
entsprechend komplex regulierten Schlusselpositionen 
des stof fwechselweges (Flaschenhals) scehen in -ihrer 
Regulation verandert oder sogar dereguliert. Die vor- 
liegende Erfindung umfasst hierbei samtliche bereits 
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bekaimte Aminasaure-Produktionsst&tnme, bevorzugt der 
Gattung Corynebacterium odar homologer Organismen. Fer- 
ner s ij *d erfindungsgemaJS auch diejenigen Produktions- 
statrane umfaSt, die der Pachmaim in Analogie zu Erkennt- 
nissen aus anderen Mikroorganismen, beispielsweise En- 
terobacterien, Bacillaceen oder Hefe-Arten nach gangi- 
gen Methoden herstelleri kann. 



X)ie Figuren aeigen beispielhaft verwendete Plasmide so- 
10 wie experxnientelle Ergebniaae nach Einsatz der erfin- 
£ungsgema£en Nukleinsauren htsw. Mikroorganismen 




20 




25 



30 



Es zeigt: 



15 Fig. l : 



Fig. 2: 



Intergrationsplasmid pK19mobsacB-DeltasdaA 
Die am aufiereh Rand dea Plasmids angegebenen 
Markieruiigen kennzeichnen die jeweiligen Re- 
striktionsschnittsfcellen. Die im Inneren des 
Kreiees angegebenen AbBchnitte keimzeichnen 
folgeixde Gene; 

Han ' Kanamycinresistenz 

sacB Sucrase 

OriT Tranafer-Origin 

adA" 5"-Ende des adaA Gens 

sda« 3"-Ende des sdaA Gens 

waehatumaverhalten ( quadrat ische Symbole) und 
L-Serin-Abbau (kreisformige Symbole) von c. 
glutamicum 13032ApanBCAsdaA, Klon l (□, O) 
und C. glutamicum 13032ApanBCAsdaA, Klon 2 
(■, •) im vergleich zu c. glutamicum 
13032ApanBC, Klon 1 (□, O) und c. glutamicum 
13032ApanBC, Klon 2 (■, «) . Die Abszisse X 
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gibt die Fermentationsseit in Stunden [h] an. 
Die Ordinate Y x gibt das Wachstum der Mikro- 
t organismen gemeBsen als optische Dichte (OD) 
bei 600 nm an. Die Ordinate Y 2 gibt die L- 
Serinkonzentratioh in mM an. . 

Fig-. 3: Expressionsplasmid pEC-T18mob2-aerA ebir CB* 

Die am auBeren Rand des Plasmids angegebenen 
Markierungen kennzeichnen die jeweiligen Re- 
striktionsaehnittstellen. Die im Inneren.des 
Kreises angegebenen Abschnitte kennzeichnen 
folgende Gene: 
SerC 
SerB 
Rep ' 
Per 
. Tet 
RP4-niob 
OriV 
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Phoephoserin Transaminase 
Phosphoserin Phosphatase 
. Replikationsursprung , 
Partition Zellverteilungsgen 
Tetracyclinreaiatenzgen 
Mobi 1 i sat ionsur sprung 
Ureprung der DNA Replikation 



SerA-fbr . 3-Phosphoglycerat Dehydrogenase 
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Ausflihrui xgsbeiapielQ^ 

1- Konstruktion einer sdaA-Deletionsmutante von C. glu- 
tajnicura ATCC13032 ApanBC 

Coxynebacterium glutamicwn verfOgt uber eine Nukleotid- 
sequenz (Gejabank-Accession-Nummer BAB99G38; SEQ-ID-No. 
,1) dessen abgeleitete Polypeptid-Sequenz 40 % Identitat 
zur beachriebenen b-Serin-Dehydratase von coli aufS 
weist (NCBI-Acceesion-Numraer P16095) . burch gengerich- 
tete Mutagenese nach einer Methode von Link et al. 
(Link AJ, Phillip* D, Church GM*. Methods for generating 
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precise deletions and insertions in the genome of wild- 
type Escherichia coli: application to open reading f pra- 
irie characterization. J Bacterid. 1997 

Oct;179 (20) -6228-37) und Schafer at al . (Gene 145: 69-. 
73 (1994)) wurde das sdaA-Gen von C. gluzamlcum dele- 
tiert. Hierzu wurden folgende Primer von der corynebac- 
teriellen edaA-Sequenz (NCBI Aecession-Nummer AP00S279) 
abgeleitet: 

sdaA-1: 5'-TCGTGCAACTTCAGACTC-3* 
(AP005279 Nukleotid 73635 - 73653) ; 

SdaA-2 : 5* ^CCCATCCACTAAACTTJ^CACGtCATAATG^CCCACC-3 % 
(AP005279 kdtnplementar zu Nukleotid 74121-74139) ; 

sdaA-3: 5 * - TGTTTAAGTTTAGTGGATGGGCCGA.CTAATGGTGCTGCG- 3 1 
(AP005279 komplementar zu Nukleotid 74553 - 74571) ; 



' sdaA-4 t 5* -CGGGAAGCCCAAGGTGGT- 3 * 
20 (AF005279 Nukleotid 75044 -75062) 




Primer sdaA-1 und sdaA-2 flankieren jeweils den Beginn 
und das Bnde des sdaA-Gens. Die Primer sdaA-2 und sdaA- 
3 verfttgen fiber jeweils komplementare Linker-Regionen 

25 (hervorgehobener Text), die es. ermfiglichen in einem 

zweistufigen PCR-Ansatz (Cross-pver PCR) . eine Deletion 
in deraedaA-Gen in vitro zu erzeugen. In einer ersten 
. PCR-Reaktion mit chromosomaler DNA von C. glutamicum 
wurden jeweils die Primer-Kombinationen sdaA-1 und 

30 sdaA-2 eowie sdaA-3 und sdaA-4 eingesetzt. Die PCR- 
Reaktion wurde in 30 Zyklen in Gegenwart von 200 De- 
oxynukleotidtriphosphaten* (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) , je 
600 nM der entsprechenden Oligonukleotide sdaA-1 und 



AXG3 Nr: 229284 von NVS:FAXG3.l0.0202/0 an NVS:PRINTER.0101/LEXMARK2450 (Seite 29 von 45) 
atum 1 3.03.03 1 3:53 - Status: Server MRSDPAM02 (MRS 4.00) ubernahm Sendeauftrag . 

otrAff- Afk SoiWrrt Amnfannftn 



13; 03. 03 



14:43 



RPR * UHH nuhK-HfcN 



Forschungszenirum Julich GmbH 
PT 1.2057/ha-we 



12.03.2003 



23 



10 




15 



20 




25 



30 



sdaA-4 sowie 60 nM der Oligonucleotide sdaA-2 und sdaA- 
3 r 100 ng chromosomaler DNA von CoryneJbacterium ^luca- 
micum ATCC13032, l/io Volumen 10-fach Reaktionspuff er 
und 2,6 Einheiten einer hitzestabilen TaqT/Pwo-DNA- 
Polyrnerase-Mischung (Expand High Fidelity PCR System 
der Firma. Roche Diagnostics, Maanheim, Deutschland) in 
einem Thermocycler (PTC-10G, MJ Research, Inc., Water- 
town, USA) unter folgenden Bedingungen durchgef tahrt : 
94°C fur 30 Sekunden, 50°C fur 30 Sekunden und 72°C fGr 
40 Sekunden. Der Elongationsschritt bei 72 *C wurde nach 
10 Zyklen um 5 Sekunden pro Zyklus yerlangert. Nach der 
PCR-Reaktion wurden die erhaltenen DNA- Fragment e, die 
jeweils eiiie Lange von 500. bp aufwiesen mit dem QIAEjcII 
Gelextraktipnskit (Qiagen) nach Angaben des Herstellers 
aua einem 0,8 %igen Agarose-Gel isoliert, und beide 
Fragmente wurden als Template in die sweite PCR einge- 
setzt. Als Primer wurden nun die Primer sdaA-1 und 
sdaA-4 eingesetzt. Diesmal erfolgte die Reaktion.in 35 
Zyklen in Gegenwart von 200 fiM beoxynukleo- 
tidtriphosphaten, je 600 nM des enteprechenden Oligo- 
nukleotids, jeweils 20 ng der isolierten Template-DNA 
aus der ersten PCR # l/io Volumen 10-fach Reaktionspuf - 
fer und 2,6 Einheiten der Taq- /Pwo -DNA- Polymerase- 
Mischung unter folgenden Bedingungen : 94 °C ( fur 30 Se- 
kunden, 50«C fiir 30 Sekunden und 72 °C fur 80 Sekunden. . 
Wiederum wurde der Elongationsschritt nach 10 Zyklen urn 
jeweils 5 Sekunden verlangert . Nach der PCR-Reaktion 
wurde das erhaltene 1000 bp lange DNA- Fragment , daas 
nun das inaktivierte sdaA-Gen mit einer 420 bp langen 
zentralen Deletion beinhaltet, aus einem 0,8 %igen Aga- 
rose-Gel isoliert, Und blunt-end mit Hilfe des Sure 
Clone-Kits (Amersham Pharmacia Biotech) in die Smal- 
Schnittetelle des Inaktivierungsvektors pK19mobsacB 
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(Schafer et al. Gene 145; 69-73 (1994), der nur in E. 
coll, nicht aber in C. glutamicum replizieren kann, 
kloniert. Das erhaltene Plasmici pK19mobsacB_AsdaA (Fig. 
1) wurde durch Restriktionskartierung auf ftichtigkeit 
5 uberpruf t . Die Klonierung erf olgte in dem Escherichia 
coll Stamm DH5amcr (Grant et al . , Proceedings of the 
National Academy of Sciences of the United states of 
America USA (1990) 87: 4645-4649)* 

Anschliefeend wurde daa Plaemid durch Elektroporation in 

10 c* glutamicum 13 032ApanBC (Radmacher E , Vaitsikova A,. 
Burger U, Krumbach K, Sahm H, Eggeling L. Linking cent- 
ral metabolism with increased pathway flux: L-valine 
accumulation by Corynebacterium glutamicum, Appl Envi- 
ron Microbiol. 2002 68 (5) : 224 6-50) eingebracht und auf 

15 Integration des Vektors selektioniert , Dieaer Stamm ist 
durqh die Deletion der Pantothenat-Biosynthese Gene 
paxiB und panC Pantothenat-auxotroph, und zeichnet sich 
dadurch aua, dass er unter Pantothenat- Limitation auf- 
grund einer v^rstarkten Akkumulation von Pyruvat ca. 50 

20 triM Alaniii und 8 mM Valin ausscheidet. Daruber hinaus 

bildet der Stamm ca* 100 /xM L-Serin und eignet sich so- 
mit als Ausgangsstamm fur die Konatruktion einee 
L-Serinproduzenten. Es wurden Kanamycin-resistente Klo- 
ne von C. grlutaznicum 13032ApanBC erhalten, bei denen 

25 .der Inaktivierungsvektor im Genom integriert vorlag. Um 
auf die Excision des Vektore zu selektionieren, wurden 
Kanamycin-resistente Klone auf Saccharose-haltigem LB- 
Medium < (Sambrook et al., Molecular cloning. A labora- 
tory manual (1989) cold Spring Harbour Laboratory 

30 Press) mit 15 g/1 Agar, 2% Glucose/ 10% Saccharose) 

ausplattiert und Kolonien erhalten, welche den Vektor 
durch ein zweites Rekombination.eereignis wieder verlo- 
ren haben (jager et al* 1992/ Journal o£ Bacteriology 
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174 1 5462-5465), Zwei dieser Klone, deren Slukleotide 
des sdaA-Gens von Position 506 bis 918 deletiert waren 
und fortan ndt 13032ApanBCAsdaA, Klon 1 und 
13 032ApanBCAsdaA, Klon 2 bezeichnet werden, wurden fur 
5 die weineren Untersuchungen verwendet. 

2. Binfluss der sdaA-Deletion auf den L-Serin-Abbau 

Ira Folgenden wurde getestet, ob das deletierte sdaA-Gen 
10 tatsachlich am L-Serin-Abbau beteiiigt ist* Hierzu wur- 
de ein WachstuituSexperiTnent mit jeweils zwei Klonen des 
Starnms C. glutamicum 13032ApanBCAsdaA im Vergleich zum 
Stamm grlutaznicmn 13032ApanBC auf Minimalmedium 
(Keilhauer et al., Journal of Bacteriology 175 (1993) 
15 5595-5603) das 2u"sat2lich 2 % Glucose, 1 MM Pantothenat 
und 100 inM Serin enthielt durchgef uhrt * Es wurde das 
Wachstum und der Verbrauch von l- Serin verfolgt* Das 
Brgebnis ,ist in Pig. 2 dargestellt. 

20 Das Ergebnis in Pig.. 2 zeigt t dass. die Deletion des 
sdaA-Gens zu einem ca. 40 % verringerten Abbau von 
L-Serin fuhrt, 




25 3. Binfluss der Deletion des sdaA-G£ns auf die L-Sei-in- 
Bildung 



Urn zu testen, welchen Einfluss die Deletion des 
li-Serin-Dehydratase-Gens auf die L-Serin-Bildung hat, 
30 wurden die Stanrme 13 032ApanBCAsdaA (Klon 1, Klon 2) und 
13G32ApanBC (Kon 1, Klon 2) mit dem Plasmid 
. pEC-T18mob2-fiferA fbr serCseirB transformiert . Das' Plasmid 
(Fig. 3) setzt sich zusammen aus dem Vektor pEC-T18mob2 
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(Taueh, A.. Kirchner,. 0., Loffler, B. , Gotker, S., Pun- 
ier, A. and Kalinoweki, J. Efficient Electrotrahsforma- 
tion of Corynabacterium diphtheriae with a Mini- 
Keplicon. Derived from the . Corynebacterium glutamicum 
Plaemid pGAi. curr. Microbiol: 45 (5), 362-367 (2002))/ 
den corynebacteriellen Genen serA*** (Peters-Wendisch P,. 
Netzer R, Eggeling L, Sahm H. 3-Phosphoglycerate de- 
hydrogenase from Corynebacterium glutamicum! the 
C-terminal domain is not essential for activity but is 
• required for inhibition by L-serine. Appl Microbiol Bi- 
Otechnol. 2002 Dec;6Q (4) :437-41) , sowie serf und serS 
(deutsche Patentanmeldung 100 44 831.3, 11.09.2000). ' 
wach erfolgter Elektroporation wurden die stamme 
13032ApanBCAsdaApserA fbr CB und 13032ApanBCpserA ejr CB er- 
halten. Zur Untersuchung der L-Seririausscheidung wurden 
die awei stamme ISOSaApanBCAsdaApserA^CB und 
13032ApanBCpserA«*CB in Komplexmedium (Cglll mit 2% 
Glukose und 5 „g/l Tetracyclin) gezuchtat, und daa Fer- 
ment at ionsmedium CGXI I (J Bacterid (19-93) 175; 5595- 
5603) jeweila aus den Vorkulturen beimpft. Das Medium 
enthdelt- zusatzlich 50 ^g/l Kanamycin . und 1 m m Pan- 
tothenat. Ala Kontrolle wurden. die beiden Ausgangsstam- 
me 13032ApanBC und 13032ApanBCAsdaA in gleicher Weise 
kultiviert, allerdings enthielten die Medien. kein . 
Tetracyclin b. Es wurden je mindestens zwei unabhangige 
Permentationen durchgef uhrt . Nach Kultivierung fur 30 
Stunden bei 30*0 auf dem Rotationsschuttler bei 120 Upm 
wurde die in das Medium akkumulierte L-Serinmenge be- 
stimmt. Die Bestimmung der . Aminosaurekonzentration er- 
30 folgte mittels Hochdruckflusaigkeitachromatographie (J 
Chromat (1983) 266: 471-482). Das Ergebnis der Fermen- 
tation iat in Tabelle 1 dargeatellt, und es aeigt sich, 
dafi das Ausschalten der L-Serin-Dehydratase zu einer 4- 
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fachen Steigerung der L-Serin-Akkumulation im Medium 
fuhrt, unabhangig davon. 6b, die 1,-Serin-Bioeynthesegene 
serA &r , sere und serB uberexrimiert werden. Die fiberex- 
pression der .L-Serin-Biosynthesegene sarA***, sere und 
serB fuhrt jedoch generell zu einer IS -fachen Steige- 
rung der L-Serin-AWcuraulation im Kulturuberstand. Somit 
s.tellt die Nutzung der konseruierten und beaahriebenen ' 
Deletionsroutante AsdaA ein Verfahren dar, urn die 
L-Serinbildung entscheidend zu verbessem. 




Tabelle i, Akkumulation von L-Serin im Kulturuberstand 
von Corynebaclzeritm glutamic™, 13032ApanBC und 

laoaaApanBCAsdaA nach Expression der Gene sexa**, se rc 
15 und serB. 




4. Bestiinmung der L-Serin-Dehydratase-Aktivitat 
zur Bestimmung der 1,-Serin Dehydratase -Aktivit at wurde 
der.Wildtypstainm WT pXMJIS (Jacoby M. , Burkovski A 
(1999) Construction ans application of new Corynebacte- 
num glutamicum vectors. Biotechnol. Technique 13: 437- 
441) . der liberaxpressionsstamm WT pXMJ19_sdaA und der ' 
Deletionsstanun AadaA pXMJ1 5 in CgXH-^nimaltnedium wie 
bei Keilhauer et al., (1993 ) beschri.eben angezogen. Das 
indium anthialt 30 mg/i Protokatachusaure, ioo m Glu- 
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ODfioo 


L- Serin [tuMI 


13032ApanBC 


40 


0,1 


13 032 ApanBCAsdaA 


42 


0,4 


13 032 ApanBCpserA^CB 


*30 [ " 


77S~~ "" 


13032ApanBCAedaApaerA fbr CB 
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kose und ioo rm L-Serln. Die Zellen wurden in toweS en- 
hext von l „*, ^opropyl-beta-D-thiogalactopyranoside 
kultiviert und in der exponentiellen Wachstuiuephase bei 
einer °P tis ^en Dichte von 6-8, gemessen am 
spektralphotomer Pharmacia Biotech ultroapec 3000,' g.- 

4 c abzentrifugiert, in 50 mM N-2- 

B^O) und ^ sentritugi « E . BaMch ^ 

mittels Oltrasohallbehaalluno (Bra,,*,-.,, ... *°*St* . 

rrrr r io - io ° ? ----- 

, 1991) . Die Reaktion wtirv?» 

dutch Zugabe von set ™m V * . wurde 

best-anri ..4 yescoppt . Das Reagenz 

oestand, wie bei ohmori efc ai i QD , u nz 

na P-Mercaptoethanol und 4,1^ HC1 (3 7% ici ) aelfi " 
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Methode (Bradford, 1976) beruhenden Protein Assays (Fa, 
Bio-Rad) . Die ermittelten spezif ischen L- Serin Dehydra- 
tase-Aktivitaten der drei Stamme sind in Tabelle 2 an- 

Tabelle 2: Spesifieche Aktivitat der L-Serin Dehydrata- 
. se in den St&mmen 13032 WT pXM*J19_sdaA (Uberexprimie- 
rer) , ,13032 WT pXMJ19 (Wildtyp mit Leervektor) und 
5 13032 AadaA pXMJ19 (Deletionsmutante mit Leervektor) 
unter induzierenden Bedingungen • 




C* glTitamicum Staana 


spez. Aktivitat 


13032 WT pXMJ19_sdaA 


0,221 


13032 WT pXMJ19 


0,003 


13032 AsdEiA PXM0T19 


0 . 
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Patentanspruche 





1, In Mikrobrganismen der Gattung Corynebacterium rep- 
lizierbare, gegebenenf alia rekombinante Nukleinsau- 

dadurch gekennze ichnet , 
5 dass. die fur die L-Serin-Dehydrataae codierende 

Nukleotidsequenz in Teilen oder komplett deletiert 
Oder mutiert ist oder gegenuber natftrlich vorkom- 
menden Nukleotidsequenzen geringer oder gar .nicht 
exprimiert wird; 

10 2. Nukleinsauren nach Anspruch 1, 
dadurch gekennzeichnet , 

dass die sdaA-Gensequenz in Teilen oder komplett 
deletiert oder mutiert ist oder gegenuber natiirlich 
vorkommenden Nukleotidsequenzen geringer oder gar 
15 nicht exprimiert wird. 

3*. Nukleinsauren nach einem der Ahsprftche 1 bis 2, 
gekennzeichnet durch eine. Nukleotidsequenz gem&fi 
SEQ ID No 1, deren Nukleotide von Position 506 bis 
918 komplett oder teilweise deletiert oder mutiert 
20 sind oder ein Allel, Homolog oder Derivat dieser 

Nukleotidsequenz oder mit diesen hybridisierende 
Nukleot idsequenzen . " 

4. Nukleinaauren nach einem der Anspruche 1 bis 3, 
dadurch gekennzeichnet, 

25 dass sie aus eoryneformen Bakterien isoliert war- 

den. 

5. N\ikleinsauren nach einem der Anspruche 1 bis 4, 
dadurch gekennzeichnet . 
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7. 



10 8. 



dass sie aus Corynebacterium Oder Brevibacterium 
isoliert werden. 

Nukleinsauren nach einem der Anspruche 1 bis 5, 
dadurch gekennzeiehnet, 

dass sie ana Corynebacterium glutamicurn Oder Brevi- 
bacterium flavum isoliert werden. 

Genstruktur enthaltend wenigstena sine Nukleotidse- 
cnienz gemafi den Anspriichen l bie 6 sowie mit diesen 
operativ verknupfte regulatorische Sequenzen . 

vektor enthaltend wenigstens eine Nukleotidsequenz 
gemafi Anspruch 1 bis 6 oder eine Genstruktur gemafi 
Anspruch 7 sowie zusatzliche Nukleotidsequenzen .zur 
Selektion, zur Replication in der Wirtszelle oder 
zur Integration in das Wirtszell-Genom. 

9. li-Serin-Dehydrafcase, mit reduzierter L- Serin - 
Dehydrataseaktivitat, codiert durch eine Nuklein- 
saure gemafi einem der Anspruche 1 bis 6. 

10. L-Serin-Dehydratase nach Anspruch 9, 

mit einer Aminosauresequenz gemafi SEQ ID KTO 2 deren 
Aroinosauren von Position 135 bis 274 verandert 
sind, oder eine modifizierte Form dieser Polypep- 
tidsequenz oder Isoform davon. 

11. L-Serin-Dehydratase gemafi einem der Anspruche 9 bis 
10, 

dadurch gekennzeiehnet , 

dass sie aus coryneformen Bakterien stammt. 

12 . L-Serin-Dehydratase gemafi einem der • Anspruche 9 bis 
11. 

dadurch gekennzeiehnet. 
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dass sie aus Corynebacterium Oder Brevibacterium 
stammt. 

13, 1,-Serin-Dehydratase gemafi einem' der Anspruche 9 bis 
12, 

5 dadurch gekennzeichnet , 

dass sie aus Corynebacterium glutamicum oder Brevi- 
bacterium flavura staramt* 

14. Mikroorganismus 
dadurch gekennaeichnet , 

10 dass die fur eine L-Serin-Dehydratase, codierexide 

Nukleotidsequenz, in Teilen oder konplett deletiert 
oder mutiert 1st oder gegenuber den naturlich vor- 
kommenden Uukleotidsequenzeii geringer oder gar 
nicht exprimiert wird. 

15 15. Mikroorganisraus nach Anspruch 14, 
dadurch gekennseichnet , 

dass das sdaA-Gen in Teilen oder komplett deletiert 
oder tttutiert ist oder gegenuber den naturlich voir- 
kommenden. sdaA-Genen geringer oder gar nicht expri- 
20 miert wird* 

16. Mikroorganismus geroaS einem der Anspruche 14 bis 

15, enthaltend in replisierbarer Form eine Nuklein- 
.. aaure gemaS einem der Anspruche 1 bis 6, eine 

Genstruktur gem&B Anspruch 7, einen Vektor gemafi 
25 • Anspruch 8 oder ein Polypeptid gemafi einem der An- 

spruche 9 bis 13 . 

17, Mikroorgaxiismus gemafi einem der Anspruche 14 bis - 

16, dadurch gekennzeichnet , 

dass er ein coryneformea Bakterium ist. 
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18. Mikroorganismus gem&S einem der Anspruche 14 bis 
17, 

dadurch gekennzeichnet, 

dass er zur Gattung Corynebacterium oder Brevibac- 
terium gehdrt . 

19. Mikroorganismus gemaS einem der Anspriiehe 14 bis 
18, ' 

dadurch gekennzeichnet , 

dass er zu Corynebacterium. glutamicum oder Brevi- 
bacterium flavum gehort. 



20. 



Sonde zur Identif izierung und/oder Isolierung von 
Gerien eodierend fur an der Biosynthese von L-Serin 
beteiligten Proteinen, dadurch gekennzeichnet , 
dass sie ausgehend' von NUkleinsauren gemafi einem 
der Anspruche 1 bis 6 hergestellt wird.und eine zur 
Detektion geeignete Markierung enthalt. 

21. Verfahren zur mikrobiellen Herstellung von L-Serin, 
dadurch gekennzeichnet, dass 

a) die fur die L-Serin-oehydratase codierende Nuk- ' 
leinsaure in einem Mikroorganismus in Teilen 
Oder komplett deletiert oder mutiext wird Oder ' 
gegenuber naturlich vorkommenden . Wukleinsauren 
gar nicht oder geringer. exprimieit wird, 

b) dieser genetiseh verandarte Mikroorganismus aus 
, Schritf a) zur mikrobiellen Herstellung einge- 

setzt wird und 

c) das gebildete. L-Serin aus dem Kulturmedium iso- 
liert wird. • 
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22 4 Verfahren nach Anspruch' 21, 
dadurch gekennzeichnet,- 

dass die edaA-Gensequenz in Teilen oder komplett 
deletiert oder mutiert wird oder gegenftber natur- 
lich vorkommenden Nukleotidsequen^en geringer Oder 
gar nicht expriraiert wird* 

23. ,Verfahren nach einem der Anspriiche 21 bis- 22 , 

dadurch gekennzeichnet , 

dass die Nukleotide gemafi SEQ ID No 1 von Position 
506 bis 918 komplett oder in .Teilen deletiert oder 
mutiert werden oder gegenfiber naturlich vorkoiranen- 
den Nuk^eotidsequenzen geringer oder gar nicht 
exprimiert werden. 

24. Verfahren nach einem der Anspruche 21 bis 23 1 . 
dadurch gekennzeichnet , 

dass Mikroorganismen ays der Gruppe Corynebacteri- 
um, Brevibacterium, Arthxobacter, Fseudomonas , Nq- 
cardia, Methyl obacterium, Hyphomicrobium, Alcalige- 
hes oder Klebsiella eingesetzt werden. 

25. Verfahren nach einem der Anspruche 21 bis 24, 
dadurch gekennzeichnet , . 

dass eine Nukleinsaure getnaS einem der Anspruche 1 
bis 6, eine Genstruktur gemaiS Anspruch 7 oder ein 
Vektor gemafc Anspruch 8 eingesetzt wird. 
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SEQUEN2PR0T0Ki3IiIi 
<U0> Forscliuagsaentwau Julich GmbH 

<120> Verfaixen TO ndtaobieU^ Eexstellung von L- Sarin 
<130> PT 1.2057 

<140> 
<141> 





«1£Q> 2 

<17o> PatentXn Ver, 2.1 ' 

<210> 1 
<211> 1449 
<212> DHA 

<213> coxynebacterium giutaraicum 



<400s» 1 

caccttgtac 
ctatttagca 
cteacgtata 
gccgccaccg 
gaaccaaega 
ggttctgtga 
cttcckgaac 
Srtgggtggtg 
ggtgtgtcaa 

fctactcgcat 
999Hatcttg 
Stggcacaag 
gcgccgcagg 
gatgctgtgg 
SStcgtgfcgg 
fcatgogcggg 
gcgggfcgcgg 
tgtcagggfcg 

ttgacgtgcg 
gctgccatga 
gtgagtttgg 
tataaggaaa 
gagtgtcag 



tcagactctt 
accaccatag 
tcggtatcgg 
tcfcctgaatt 
gtaaaggcca 
fcagtfccrccat 
aegggccaaa 
aecccaac$c 
ggttcafccat 
ccatccacee 
^tQSrtegcga 
gcacagcgga 
gcatcgcaac 
tacacgcgct 
agtgggtgaa 
tfcaatgctcc 
attt;t:ttgac 
tsrggcatzcat 
a 9Sttggttc 
cgcaaeaggt 
atccggtggg 

agtccaccaa 
atgatgtggt 
cgfcccctfcgg 



acggaggcga 
aaaaggc cc a 
aocatcatcc 
tcccagctcg 
ctgcactgac 
tgatgtstgca 
gggaaoggtg 
cgttaccJttt 
gacgttggag 
agaggcagag 
tfcbfcgcggag 
fcgcccatttg 
9 c cgggggLtt 
gattagcaac 
tctgtacgcc 
gactaatggt 
aggttttggg 
cattaaggaa 
agcgtccgcg 
ggaaaacgec 
cgggfctagtg 
tgcggcaagg 
ggtcacgatg 
tggtctggca 



tggaccaaaa 
ccctcagcca 
fccacataqcg 
catgtcgata 
cggg<sggtat 
cccfecaccog 
tc^txat^tccc. 
aaaggatcaa 
gafcttccgga 
gtgccttgte 
gtcatgaagg 
gatcgagtgt 
ttaccgggtg 
ggggatacgt 
^tggcggtga 
gctgogggga 

gcggagcagg 
aatgcctcga 
atggcggctg 
gcggagattg 
oagattccgt 
cttgcecgga 
gcbgccaccg 
accaccttgg 



acaactacaa 
tggctateag 
tcggcocoat 
ccacgttgca 
tactgggtct 
ffegcgccgat 
tgacgtttga 
ccacaaggac 
agctggacga 
cttttcagaa 
ataatgagc^ 
Sgcagattafc 
Srgttgaafcgt 
gtgagctggg 
atgaagaaaa 
ttattccggc 
cgcggacgtt 
tctctggcgc 
aosrsgttgtg 
cgttggagca 
gtattgaacg 
ttggtgatgg 
Sccgggacat 
gcttcccrggt 



tcaagcagat 60 
tgttgtfcgat 120 
gagagccgec 180 
cgsatccctrt 340 
SETtgggatgg 300 
toctgcgaaa 360 
tcotcatcct 420 
ttatttgtcg 430 
tatcggatca 540 
gagttcccaa £00 
cttaatccac 6G0 
gcaggagtgc 720 
gcaacgtcgg 780. 
t&ctgatctt 840 
cgccgctggfc 900 
99tgatgcac 960 
tttgtatacc 1020 
STSfaggtgggg 10 80 
tgcagtctta 1140 
aaattfcggga 1200 
caacgctatc X260 
caacaatqgo 1320 
gctgaccaaa 1380 
gtcgatgacg 1440 
1445 
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<210> 2 
<211> 449 
<212> PRT 

<2X3> Coxynebacteiriiira glufcamieum 
<400> 2 

Met Ala lie Ser Val Val Asp Leu Phe Ser lie Gly He Gly Pro Ser. 

Ser Ser His Thr Val Gly Pro Met Arg Ala Ala Leu Thr Tyr He Ser 
20 ' 25 30 

Glu Pbe &ro Ser Ser Hie val Asp He Thr Leu His Gly Ser Leu Ala 
35 • 40 45 




Ala Thr Gly Lys Oly His Cys Thr Asp Arg Ala Val Leu Leu Gly Leu 

50 . 'is so' 

Val Gly Trp Glu Pro Thr He Val Pro He Asp Ala Ala Pro Ser Pro 

* - ' .70 75 . 80 

Gly Ala Pro He Pro Ala Lys Gly Ser Val Asn Gly Pro Lya Gly Thr 
65 cjq* 



as 



Val Ser Tyr Ser Leu Thr Phe Asp Prq His Pro Leu Pro Glu His 



100 



Pro 



105 



110 



Asn Ala Val Thr Phe Lys Gly Ser Thr Thr Arg Thr. Tyr Leu Ser Val 
als 120 125 

Gly Gly Gly Phe He Met Thr Leu Glu Asp Phe Arg Lya Leu Asp Asp 

130 



135 



140 




lie Gly ser Sly Val ser Thr He His . Pro Glu Ala Glu Val Pro Cys 
145 150 155 • • .. X m 



Pro Phe Gin Lys Ser ser Gin Leu Leu XI a Tyr Gly Arg Asp Phe Ala 
165 170 175 

Glu Val Met Lya Asp Asa Glu Arg Leu lie His Gly Asp leu Gly Thr 



185 



190 



Val Asp Ala His Leu Asp Arg Val Trp Glu He Meh Gin Glu Cys Val 
195 200 205 

Ala Gin Gly He Ala Thr Pro Gly lie Leu Pro Gly Gly Leu Asn Val 
210 215 Mo 
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Gin Are* at$ Ala Pro Gin 



22S 



23Q 



Val His Ala Leu lie Ser Asn Gly Asp Thr 



235 



240 



cy& Glu i,eu Gly Ala Asp Leu Aep Ala val oiu 



245 



250 



Trp Val Asa Leu Tyr 



255 



Ala Leu Ala val Asm Glu Glu Asu Ala Ala 



260 



2 65 



Gly Gly Arg Val Val Thr 



270 



Ala Pro ^ to Bly Ala Ala Qly Ile ne ^ ^ ^ Msfc ^ 



280 



285 



Ala Art, Asp pfc e x,eu Gly Phe Gly Ala 



230 



295 



teu ^ThxAla Gly Ala val Gly n e xle 



305 



310 



Glu Gin Ala Arg Thr Phe 
300 

Ile Lys Glu Asn Ala Ser 



315 




320 



lie Ser Sly Ala Glu Val Gly Cys Gi* Gly Glu Val 



325 



330 



Gly ser Ala Ser 



335 



Ala Met Ala Ala Ala Gly 



340 



Leu Cy S Ala Val Leu Gly G iy ser Pro Gin 
,345 350 

Ola val Glu Aan Ala Ala'Glu il e Ala Leu Glu Hi* ^ r 

355 ■ u . u His A 511 Leu Gly Leu 

36s 



. 360 



Cy S Asp Pxo Val Gly Gly Leu Val 



370 



375 



Gin lie Pro Cys n e Glu' Arg 



380 



Asn Ala He Ala Ala 



385 



Met Lys Ber lie Asa Ala Ala A, g r, eu Ua 



330 



395 



Arg 
400 

■a. «T «y £ to B „ Lea Asp Aep Vfctl « fc 

, . «-° .15 

- *** ** S ° ly *** *• — *- •» %• ^ s« 

455 ' 43 0 



*eu Gly Gly Leu , Ala Thr Thr Leu Gly j*e 
435 



440 



Pro Val Ser Met Thr Glu 
445 



Cys 




^^^^^^^^ 
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Zusamthenfassung 
Wxikleotidsequenzen corynef ormer Bakterien codiexend fur 
am L-Serinstof fweclisel beteiligte Protein© sowie Ver- 
fahren zur Herstellung von L r Serin 




Die Erfindung betrif ft Nukleotidsequenzen coryneformer 
Bakterien codierand fur am L-Serinstof fwechsel betei- 
ligte Proteine mit reduzierter bzw. ausgeschalteter 
5 L-Serin-Dehydratase sowie Mikroorganistnen und Verfahren 
zur Herstellung von L-Serin. 



